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Eizeugung von AntikOrpern aus transgenen Tiercn 
Bereich der Erfindung 
Die Erfindung betrifft ein Verfehren zur Eizeugung von Antikorpem (oder 

TTTTTmirig 1f>h i)1itWT|) t 

Hintergnind der ftrfinAm ff 

Die Produktkm von transgenen Tieren, die Fremdproteine, beispielsweise 
Immunglobuline, in Kftperfitosigkeiten, beispielsweise Milch, produzieren kSnnen, ist 
bekamtt (vgl. Clark et al., Tibtech 5 (1987). 20-24. and Church et al M THaecn 5 
(1987). 13-19). Scangos et al., Advances in Genetics 24 (1987), 285-316, und Alt et 
al., Trends in Genetics 1 (1985), 231-236. geben in ihren Publikationen eine Ubersicht, 
die Hinweise auf Arbeiten entbllt, in denen fiinktioneil rearrangierte Im- 
nninglobulingene in Miuse eingeffihrt werden. Jaenisch, Science 240 (1988), 1468- 
1474, gibt cinen Uberblick fiber transgene Tiere und ihre Verwendung. Der Abschnitt 
auf Seite 1471 mh dem Titel "Immune System* bezieht sich unter anderem auf 
Veroffentlicnungen von Goodhaidt et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84 (1987), 4229- 
4233) und Bucchini et al. (Nature 326 (1987), 409-411), die Rearrangements von in die 
Keimhaftn von Miusen eingefflhrten Kaninchen- oder Huhner-Immui^lobulin- 
Leichtketten-Genen betreffen. 
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Zusairnnenftssung der Erfmdnnff 

Ein erflndungsgemSBer Gesichtspunkt betrifft die Bereitstellung eines 
Ver&hrens zur Herstellung eines Immunglobulins, das die Insertion von DNA in die 
Keimbahn eines nicht-menschlichen Tiers umfafit, die ein mindeffgns einen Teil eines 
Immunglobulins menschiichen Ursprungs codierendes Nucleinsiuresegment entbllt, das 
ein Gensegment emschliefit, das einen Bereich der schweren Kette eines mensffhtir^ 
Immnnglobulins codiert, wobei das Gensegment nicht in voQstandig rearrangierter Form 
vorliegt, wobei die DNA in dem Tier rearrangiert wird, so dafi sie eine Anzahl von 
Immunglobulinen mit emem Teil oder Teilen, die von der inserierten DNA stammen, 
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codiert, und in den Zelien oder der KSrperflussigkeit des Tieres exprimiert wild, und 
die Gewinming von Immunglobulin aus Zelien oder geeigneter KSiperfffissigkeit des 
Tieres. 

En weiterer erfindungsgemaBcr Gesichtspunkt betrifft die Beretetelhmg ernes 
Verfahrens zor HersteDung eines Immnnglobulins gegen ein bestimmtes Antigen, das die 
Produktion eines transgenen Tieres durch Insertion von DNA ftemden Ursprungs in die 
Keimbahn des Tieres umfeBt, die mindestens einen Tea eines Immunglobulins menschli- 
chen Ursprungs codiert, das ein einen Betefch der schweren Kette eines menschlicfcen 
Imnnm^obulins codierendes Gensegment einschliefit, wobei die DNA fiemden 
Ursprungs einem Rearrangement oder einer Mutation im Lymphoidgewebe des transge- 
nen Tieres unterliegt, so dafl eine Vielzahl von rearrangierten Genen, die 
Immunglobuline, Immun^obulinfragxnente oder chitnert Immunglobuline oodieien, 
produziert werden, so daB , nach Exposition des transgenen Tieres nrit einem bestimmten 
Antigen, das Immunglobulin gegen das Antigen, das dutch die reanangierte oder mu- 
tierte DNA codiert wild, in ZeUen oder KdrperflQssigkeit des Tieres exprimiert wird, 
und Gewinming von Immunglobulin aus ZeUen oder geeigneter Kdiperfffissigkeit des 
Tieres. 

Mit DNA von ftemdem Urspnmg ist DNA gemeint, die von einem anderen 
Tier stammt Wenn beispielsweise das transgene Tier eine Mans ist, stammt die inse- 
rierte DNA nicht von der Mans, sondern beispielsweise vom Menschen. 

Die inserierte DNA kann aus einem Her gewonnen oder synlhetisch heige- 
stellt werden. Die DNA fcann mindestens einen Teil eines befcannten Immunglobulins 
oder nach einer Modifikation xnindestens einen Teil eines ver§nderten Immunglobulins 
codiensn. Geeignete Verfahren dafur sind gut bekannt 

Die inserierte DNA fcann im transgenen Tier exprimiert werden, wobei ein 
mindestens teilweise vom inserierten Material stammendes Immunglobulin produziert 
winL Es ist hekannt, daB die inserierte DNA im transgenen Tier rearrangiert wird, so 
daB eine Vielzahl von Immunglobulinen, die einen vom inserierten Genmaterial stam- 
menden TeO oder Teile entbalten, produziert werden kaim, selbst werm das inserierte 
Material an der falschen Stelle oder in der falschen Geometrie in die Keimbahn einge- 
baut wurde. Je nach Art des inserierten Materials kann das Her ein chimexes 
Immunglobulin produzieren, das z. B. aus einem Gemisch von Maos/Menschh 
Immunglobulinanteilen zusammengesetzt ist, wobei das Material fremden Ursprungs nur 
einen Teil des Immunglobulins codiert, oder das Her kann ein voUstindig fremdes 
Immunglobulin produzieren, z. B. voUstindig mensehiichen Ursprungs, wobei die DNA 
fiemden Ursprungs ein voilst&Kiiges Immunglobulin codiert So kSnnen zur 
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Verwendung beim Menschen geeignete, theiapeutisch potentiell nutzliche 
Immunglobuline mittels der Erfindung produziert werden. 

Polyclonale Anttseren kdnnen nach einer Immunisierung des transgenen Tiers 
produziert werden. Alteraativ konnen monoclonale AntikSrper von dem transgenen Tier 
produziert werden, z. B. durch Fusion von Milzzellen des Tiers mit Myelomzellen und 
Screenen der erhaltenen Hybridome, urn die den gewEnschten Arttikfirper produzieren- 
den Hybridome zu selektiereiL Geeignete Verfahren dafittr sind dem Fachmaim vertraut. 

In einer alternativen Vorgehensweise kann die DNA so in das Tier eingebaut 
werden, daB der gewfinschte Antikdiper in Kdrperflussigkeiten, beispielsweise Serum 
Oder nach auBen abgegebene Flflssigkeiten des Tiers, beispielsweise Milch, Vonnilch 
Oder Speichd, produziert wild. Dutch in vitro-Insertion von DNA, die mindestens teil- 
weise ein Iznmunglobulin fremden Ursprungs codiert, in ein Milchproteifr-codierendes 
S&ugergen und durch anschlie&ende Einftlhrung des Gens in ein befruchtetes Ei des 
SSngers, z. B. durch Injeklion, kann sich das Ei beispielsweise in einen ausgewacfasenen 
weiblichen Stuger entwickeln, der Milch produziert, die mindestens teilwdse von der 
inserierten DNA stammendes Immunglobulin enthMt. Der gewunschte Antikdrper kann 
anschliefiend aus der Milch gewonnen warden. Geeignete Verfahren daf&r sind dem 
Fachmann bekannL 

Alteraativ kdnnen die durch das Tier nach Insertion des genetischen Materials 
produzierten Immunglobuiin-produzierenden Zellen entfernt werden, wonach in vitro 
auf Zellen selektiert wird, die ein gewunschtes Immunglobulin produzieren. Das 
Immunglobulin kann anschliefiend in vitro in tiblicher Weise aus den selektierten Zellen 
gewonnen werden. 

Es wurde festgestellt, daB ein transgenes Tier ein chimeres Oder fremdes 
Immunglobulin (das von der inserierten DNA stamrnt) als Antwort auf ein spater in das 
Tier eingefQJtcrtes Immunogen produzieren kann. Daher kann dutch Finffflm mg fremder, 
z. B. menschlicher, DNA, die im wesentiichen die vollstSndigen Art-spezifischen 
Berekhe eines Immunglobulins codiert, das Tier zur Produktion fremden 
Immunglobulins gegen alle in das Tier eingefQhrte Antigene stimuliert werden. Das 
transgene Tier kann so eine sehr nfitzliche, praktische und wertvolle Quelle fBr men- 
schliche Immunglobuline gegen ein weites Spektrum von Andgenen liefera. 

Es wird angenoramen, daB eine Integration in der Nahe des Genoms far ein 
erfolgreiches Rearrangement der inserierten DNA wesentlich ist. Die inserierte DNA 
kann daher als DNA vorliegen, die in prokaxyotische Vektoren, beispielsweise Plasmide 
und Cosmide, cloniert ist Multiple Plasmide Oder Cosmide kdnnen ebenfalls verwendet 
werden, es ist dann jedoch wahrscheinlich erforderlich, dafi sie in der Nihe des Genoms 
integrieren. Mdglicherweise konnen grdfiere DNA-Fragmente unter Verwendung von 
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Hefevektoren als kfinstliche Chromosomen (vgl. D. T. Burke, G. F. Carle und M. V. 
Olson, "Cloning of large segments of exogenous DNA into yeast by means of artificial 
chromosome vectors 0 , Science 236 (1987), 806-812) oder dutch Fjnfflhnmg von 
Chromosomen&agn^nten (vgl. J. Richer and C. W. Lo, "Introduction of human DNA 
into mouse eggs by injection of dissected human chromosome fragments", Science 245 
(1989), 175-177) inseriert werden. Chromosomen- oder DNA-Fragmente von 
Wirbeltieren kSnnen ebenfalls als Quelle der inserierten DNA verwendet werden. 

Die inserierte DNA kann auf Qbliche Weise in den Wirt eingefQhrt werden, 
beispielsweise durch Injektion oder andere Ver£ahren in befhichtete Eizellen oder em- 
biyonale Stammzeflen. £s ist sicher zweckmlfiig, ein Wirtstier zu verwenden, dafi ur- 
sprQnglich keine konstanten Bereiche von Immunglobulinen codierendes genetisches 
Material tragt, so dafi das erhaltene tramgppe Tier zur ProdukSon von Immunglobulinen 
nur das inserierte firemde genetische Material verwendet Dazu kann entweder eine na- 
tariich vorkommende Wirtsmutante, der das relevante genetische Material fehlt, ver- 
wendet werden, oder es werden Mutanten, z. B. Zellinien, kfinstiich hergestellt, wobei 
letztendlich ein Wirt erhalten wird, aus dem das relevante genetische Material entfernt 
wmde. 

Wenn das Wirtstier genetisches Material tragt, das konstante Bereiche von 
Immunglobulinen codiert, trSgt das transgene Tier das natttrifch vorkommende geneti- 
sche Material und das inserierte genetische Material und produziert Immunglobuline, die 
vom natilrlich vorkommenden genetischen Material, dem inserierten genetiscfaen 
Material und Gemischen beider Arten von genetischem Material stammen. In diesem 
Fall kann das gewtaschte Immunglobulin durch Screen von vom transgenen Her 
stammenden Hybridomen erhalten werden, z. B. durch Ansnutzung des PhSnomens des 
allelen Ausschhisses der Antikoipergenejqrossion oder des di fferentiellen Chromo- 
somenverlustes. 

Ein weiterer erfindirngsgemSBer Gesichtspunkt betrifit die Produktion eines 
transgenen Tiers, besonders eines nicbt-menschlichen Tiers, in dessen Keimbahn DNA 
inseriert ist, die ein mindestens einea Teil eines Immunglobulins menschlichen 
Urspnmgs codierendes Nucleinsluresegment umfafit, das ein Gensegment einschlie&t, 
das einen Bereich der schweren Eette eines menschlichen Immunglobulins codxert, wo- 
bei dieses Gensegment nicht in volls&ndig reanangierter Form vorliegt, wobei die DNA 
in dem Tier rearrangiert wird, so dafi sie eine Anzahl von Immunglobulinen mit einem 
Teil oder Teilen, die von der inserierten DNA stammen, codiert, und in Zellen oder ge- 
eigneter Kfiiperflussigkeit des Tieres exprimiert wird. 
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Der Schutzbereich der Erfindung umfafit femer ein Immunglobulin, das ans 
einem transgenen Tier erfindungsgeraaB erhalten oder dutch das erfindungsgemaBe 
Verfahren produziert werden kann. 

Ia einem Beispiel wurden Linien von transgenen MSusen etabiiert, die ein in 
ihre Keimbahn eingefObrtes DNA-Segment trugen, das Immunglobulin-VH-Gene, einige 
D-Segmente und aile JH- und Qi-Gensegmente in der Keimbahn-Konfiguration enthielt 
Ein VH-Gen, alle JH-Segmente und die Bxons, die den sezemierten konstanten Bereich 
der schweren Kette des IgM-Antik6rpers codierten, stammten vom Menschen und das 
tibrige Material von der Maus. Die Gensegmente unterlagen einer produktiven VH-D- 
JH-Rekombination im Lymphgewebe der transgenen MSuse, wobei als Eigebnis ein 
chimerer Mensch/Mans-IgM-Antikdrper im Serum syntfaetisiert wurde, 

Nach der Immunisierung wurden durch Fusion von MilzzeUen der transgenen 
MSuse und der NSO-Myelome die Hybridome etabiiert. Vieie Hybride sezernieren men- 
schliche chimere monoclonale IgM-Antikdrper. Diese transgenen MSuseiinieii kdnnen 
daher zur Herstettung von chimeren menschlichen Antiseren oder monocionalen 
AntikSipern verwendet werden. 

Die MSuse antworten femer auf eine Immunisierung mit menschlichen 
Antigenen mit der Produktion chimerer Antikdiper gegen das eingefiihrte Antigen, und 
dieses Verfahren kann daher auch zur Herstellung einer Anzahl von fibiichen menschli- 
chen oder chimeren menschlichen Antikfirpern, die gegen menschliche sowie heterologe 
Antigene gerichtet sind, verwendet werden, da die transgenen Mfiuse gegen menschliche 
antigene Detenninanten keine Toleranz zeigen. 

In einem weiteren Beispiel wurden transgene MSuse, die ausschliefllich men- 
schliche VH-, D-, JH- und C/z-Sequenzen trugen, durch Injektion von Cosmiden, die 
menschliche VH-Gene, D-Segmente, J-Segmente und den konstanten C/x-Bereich 
enlhielten, in befruchtete M&iseeizellen hergestellt Die eihaltenen Mause produzierten 
zwischen 10 und 100 /ig/ml menschliche p-Ketten enthaltende Antik6rper in ihrem 
Serum, wobei Maus-IgM mit etwa 200 /ig/ml vorhanden war. 

Die FrfiTidung wird in den nachstehenden Beispielen, die sich auf die beige- 
fiigten Figuren beziehen, nSher erlautert. 

Figur 1 zeigt die Struktur voa Plasmid-DNA. 

Figur 2 zeigt eine Southern-Blot-Analyse der DNA von Geweben und 
Hybridomen, die von transgenen Miusen stammen, wobei die DNA von Figur 1 in die 
Keimbahn inseriert ist; 

Figur 3 zeigt eine Noithem-Blot-Analyse von cytoplasmatischer RNA von 
Hybridomen der transgenen MSuse; 
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Figur 4 zeigt eine Analyse von Immunglobulin, das von zwei von ttansgenen 
Mausen etablierten Hybridomen sezeraiert wild; 

Figur 5 zeigt die Struktur von IgA-lambda-Plasmid-DNA; 

Figur 6 zeigt eme Reihe von FACS-ffistogrammen, die die FIuo- 
reszenzintensitSt einer bestinnnten Anzahl von Zelien in Abhangigkeit von der Zellzahl 
zeigen; 

Figur 7 zeigt eine Reihe von FACS-Piofilen, die die FluoteszenzmtensMt ei- 
ner bestimmten Anzahl von Zelien in Abhangigkeit von der Streuung zeigen, wobei je- 
der Punkt eine Zelle reprasentieit; and 

Figur 8 zeigt eine wefere Reihe von FACS-Histogrammen, die der Figur 6 
cntsprechen. 

PefepieU 
P^Tran^n 

Plasmid-DNA mit der in Figur 1 dargesteliten Struktur wuide in Mauseizellen 
injiziert In dieser Figur werden menscbltche Sequenzen durch ausgeffllte BaBcen, 
Maussequenzen durch offene Batten, Vektoren dutch gefcreuzte Balken und D-Elemente 
durch schraffierte Balken reprSsentierL Restrifctfonsstellen weiden wie folgt abgekfirzt: 
Bg, Bgm; P, Pvul; R, EcoRI; K, Kpnl; B, BamHI; X, Xbal; undH, HmrtTTI. 

Die Hedamft der einzelnen DNA^Segmente ist wie nachstehend beschrieben: 

Per Vgftpf; Der vollstimdige "MixuJgH-Locus* wurde zwischen die EcoRI- 
und BglH-Stellen eines pUC12-Derivats, das in eine anfgeffflhe Narl-Stelle clonierte 
BgllMinker enthielt, cloniert 

Die VH-Gene: Es gibt zwei VH-Gene im Mini-Locus. VH26 stammt vom 
Menschen und wurde als ein BglH-EcoRI-Fragment von 0,85 kb vom Phagen Lambda 
VH26 erhalten [Matthyssens & Rabbitts PNAS 77 (1980), 6561-6565]. VH-186.2 ist ein 
Keimbahn-VH-Gen von C57BL/6-Mausen und wurde als Sacl-Kpri-Fragment von 2,5 
kb echalten [BothweO, Paskmd, Reth, Imanishi-Kari, Rajewsky & Baltimore, Cell 24 
(1981),625-637]. 

Die D-Segmente: Das BALB/c-Maus-D-Q52-Element wurde als ein 221 nt- 
Xhol-Sad-Fragment erhalten. Nach der Clonierung zwischen die SacI- und Sall-Stellen 
von M13tgl31 wurde eine ortsspezifische Mutagenese mit den Oligonucleotiden 
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S • H3CGTCACCGTGGTAGCTG CT ACCGTAGTAATAAACACTGTG GTCC Oder 
5 • -GCGTCACCGTGGTCGTAACCATAGTAGACACTGTGGTGC 

durchgefiihrt, tun M13tgl31-Clone zu crzeugen, die D-Elemente trugen, die 
mit denen der Maus SP2- bzw. FL16-Familien verwandt waren. Dicse D-Familien wer- 
den sowohl in der Mans als auch im Menschen gcfiinden. Ein weiteres D-Element - das 
menschliche D-Q52 - wurde in das menschliche JH-Ciuster eingeschlossen (vgl. nach- 
stehende Beschreibung). 

Das JH-Clusten Ein 3,5 kb-BglH-Fragment von menschlicher DNA, die die 
sechs funktioneDen menschlichen JH-Segmente, drei Pseudo-JH-Segmente sowie das 
menscMche D-Q52-Element einschloB, wurde verwendet [Ravetch et al, Cell 27 
(1981), 583-591]. 

P' e yg^-MWFffii Em Teil des menschlichen IgH-Enhancers ist im JH- 
Cluster-entfaaltenden Bglll-Fragmeni enthalten. Eine vollsfindige Kopic des Maus- 
enhancers ist hn 1 kb-Xbal-Fragment enthalten. 

Der "SwitrtT-Bereich und der Qi-Bereich: Das 7,5 IcbrXbal-Fiagment von 
menschlicher DNA schliefit den ^-"switch'-Bereich und die Exons 1 bis 4 des konstan- 
ten Bereichs der sdiweren /x-Keite ein. Die ji-Membran-Exons und der Hauptteil des 
Introns zwischen dem C^Exon und dem C/xMl-Membran-Exon werden durch ein 2,5 
Id>-Hindin-Sphl-Fiagment des Maus-ji-CH-Gens erbalten, in dem die Sphl-Stelle unter 
Verwendung von Linkern in eice BglH-Stelle umgewandelt wurde. 

Pie traqsggseci Mte? 

Plasmid-DNA wurde mit Bgin linearisiert, nach einer Hektrophorese in ei* 
nem Agarosegel gereinigt und, wie bereits beschrieben, in den mSnniichen Pronucleus 
von befcuchteten Eizellen von C57BL/6J x GBA/Ca-Mausen injiziert DReik et al., Eur. 
J. Immunol. 17 (1987), 465-469]. Erne Southern-Blot-Analyse von Schwanz-DNA 
zeigte, dafi 12 von 32 geborenen MSusen den Mini-Locus trugen. Der groflte Teil der 
nachfolgendea Arbeit wurde mit den Nachkommen von drei Stammausen durchgefiihrt - 
HIg 17, 19 und 29, von denen alie eine geringe Zahl (2 bis 5) von Kopien des Mini- 
Locus trugen. 
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Semmtests 

Serum der Stammause wurde durch ELISA auf die Gegenwart von 
AntifcSrpem, die f!ir menschliches IgM charakteristische antigene Determioanten 
enthielten, getestet Es steUte sich heraus , daB die niclrt-immnnisierten transgenen Mfiuse 
zwischen 10 und 100 /xg/ml chimere menschliche IgM in fluem Seium enlhielteiL Eine 
ImmunQuoreszeiizanalyse von Lymphocyten im penpheren Bhit zeigte ferner die 
Gegenwart von Zelleo, die mit biotiaylierten Spezies-spezifischen anti-Mensch-IgM- 
AntfloSrpeni imd PlnoresceiihkDnjugiertem Streptavidin geSibt werden koimteiL 

Hvbridome von transgenen M3nscn 

Transgene MSnse warden entweder mit roten Blutkftpercben vom Menscben 
oder vom Schaf intraperitoneal immunisiert. Milzen wurden zu verschiedenen Zeiten 
nach der Tmnrnnisierung enrfenit, mit NSO-Myeiomen fasioniert und die Hybride in 
HAT-Medium selektiert. Viele dieser Hybride produzierten chimere menschliche IgM, 
wie durch einen FT ISA-Test gezeigt werden konnle. 

DNA-Rearra ngement des V f^-T^g™ 

One Southern-Blot-Analyse von DNA aus Geweben der transgenen MSuse 
sowie aus Hybridomen zeigte, daB es eine hobe HSufigkeit von DNA-Rearrangements 
im Mini-Ig-Locus im Lymphgewebe der transgenen Mause gab. 

DNA von Geweben Oder von aus transgenen Mausen etablierten Hybridomen 
wurde mit EcoRI gespalten und mit einer menschlichen IgH-Enhancersonde (Ball-Bgfll- 
Fragmenl) hybridisiert, die an einen Bereich zwischen dem menschlichen J6-Hement 
und dem Maus-IgH-Enhaxicer im Mini-Locus hybridisierte. Die Ergebnisse der 
Southero-Blot-Analyse der DNA sind in Figur 2 dargestelit Die Giofie der 
Maikerfragmente ist in der Figur in kb dargestelit 

Transkripdon des Mini-Locus 

Cytoplasmatische RNA (5 j*g) aus dem NSO-Fusionspartner oder den 
Hybridomen von transgenen Mausen wurde mit Sonden aus menschlicher Qx, menschli- 
cfaer VH26 oder Maus-VH186 abgesucht Die Brgebnisse der Northem-Blot-Analyse der 
cytqplasmatischen RNA sind in Figur 3 dargestelit, die zeigt, daB die Hybridome 
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mRNA enthielten, die mit Sonden fur menschliche /i-Ketten sowie fur die V-Gene VH26 
und/oder VH186 hybridisierte. Daher konnen sowohl das menschliche VH26 als auch 
VH186 der Maus rearrangieren, und somit kann cine Zellinie etabliert werden, die einen 
chimeren menschlichen IgM-Antik6rper sezernicrt. 

AntikarDer-Sefcretion durch Hvfaridome von transgenen MSusen 

Die Protesqiroduktion durch clonierte Hybridomzellinien wurde durch eine 
biosynthetische Markiexung mit Lr[^S]-Methionia und anschliefiende Reinigung mit 
Antiserum gegen die menschliche p-Kette analysiert. Insbesondere warden Zellen fiber 
Nacht in Medium, das M 35 $-Metfaionin, den durch Immunprfizipitaticm aus dem 
Kulttuilberstand gereinigten Anlik5rper und ein Antiserum gegen die menschliche p- 
Kette enthielt, inkubiert. Die Reinigung der Oberstande der transgenen Hybridome 35.5 
und 24a wurde in Gegenwart eines groflen Uberschusses (50 pg) an nicht-radioaktivem, 
gereinigtem monoclonalem Maus-IgM-Antikfirper (Bl-8), wie es durch in Figur 4 
angezeigt ist, durchgeffihrt. Wie es bei der Maus-IgM-sezernierenden Zellinie beobach- 
tet werden kann, zeigt das Antiserum gegen die menschliche ji-Kette eine Kreuzreaktion 
mit der Maus-p~Kette, diese Kreuzreaktion kann jedoch mit dem nicht-radioaktivem 
Maus-Bl-8~IgM-Antik5rper konkurrieren * vgl. die vier Batmen auf der linken Seite von 
Figur 4. 

Dies zeigt, daB Hybridome dieser transgenen MSuse, die Antikdiper mit un- 
terschiedlichen menschlichen ji-Ketten sezernieren, etabliert werden kSimen. 

Es kOnnen transgene Tiere hergestellt werden, die sowohl in ihren 
Korperflfissigkeiten als audi in ihren abgesonderten Sekreten spezifische AntikSrper 
produzieren. Dieses Beispiel betrifft transgene MSuse, in deren Keimbahn Gene, die die 
schweren und leicbten Ketten eines Antigen-spezifischen chimeren menschlichen IgA2- 
AntikBrpers codieren, inlegriert wurden. Neun transgene Mauslinien, in deren 
Keimbahn die in Figur 5 dargestellte DNA integriert wurde, wurden etabliert. In Figur 
5 stellen die dicken ausgef&llten Kastchen Maus-Ig-DNA, die gestreiften KSstchen men- 
schliche DNA, feere Kastchen das Maus-IgH und den SV40-Enhancer und die dflnnen 
ausgefSllten Linien den pSV2gpt~Vektor dar. Die Abkurzungen der Restriktionsstellen 
entsprechen der Figur 1. Das Plasmid ist ein Derivat vom berths beschriebenen pSV- 
VNPH-alpha 2 [Bruggemann et al. f J. Exp. Med. 166 (1987), 1351-1361], Es enflfilt 
ein 7,4 kb-EcoRI-Fragment, das das rearrangierte lambda 1-Gen des Maus-HOPC2020- 
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Plasmacytoma enlhielt [Bernard et aL, Cell 15 (1978), 1133-1140]. Die Piasmid-DNA 
wutde im Vcktor an der Pvul-Stelie lmearisiert und die transgenen Mausen wurden wie 
berehs beschrieben hergestrilt [Reik et aL, Eur. F. Immunol., 17 (1987), 465-4®]. 

Der transgene IgA-2-lambda-AntilQSrper weist cine Spezifitat fBr das Hapten 
4-Hydroxy-3-nitrophenacetyl (NP) auf. Die Expression des transgenen Antik&pers 
wurde dutch einen EXJS A-Test unter Verwendung von an Plastikplatten gekuppeltem 
NP-Rinderserumalbumin und dutch Entwickhmg mit einem biotinylierten anti-Mensch- 
alpha-Anliserum gemessen. Gesamt-Ig wurde unler Verwendung von anti-Maus-Ig-be« 
schichtetem Kunststoff und durch Entwicklung mit biotinyliertem anti-Mans-kappa- 
Antiserum gemessen. Die Konzentratkm des chimeren asti-NP-IgA2 wurde in der 
Vonrrilch, im te und in der Milch von siebea transgenen MSusea und einer 
Kontrollmaus ennittelt Die Ergebnfese sind in Tabelk 1 dargesteBt Vonnflch wunie 
don Muttertier nach einer hormonalen Injektion innerhalb von 24 Stnnden nach der 
Geburt und die Milch 13 bis 15 Tage nach der Geburt des Kindes cntnommen. Serum 
wurde gleichzeitig mit der Milch entnommen. 

Diese Oaten zeigen, dafi transgene Tiere znr spezifischen Anti- 
kdrpeiproduktion in grofiem Umfang aus Milch, Vonnilch, Seren, Speichel etc. 
verwendet werden kftanen sowie Tiere, die cine spezifische nutzliche Antikdrper ent- 
haitende Milch liefern, gezQchtet werden kdnnen. Es ist feroer deudich, daB die 
Konzentration des transgenen Antikflrpers in to Vonnflch im Vergleich zur Milch hd- 
her ist. Ferner beeinfiuBt das Transgen nicht die Fihigkeit des Tiers zur Produktion ei- 
ner grofien Menge an endogenen Antikdrpem. Die Here zeigen keine Anzeichen von si- 
gnifikanter Immunschwache oder Krankheit. 

BeisnieI3 

In diesem Beispiel wurden Antigen-spezifische Hybridome unter Verwendung 
yon menschlichen /x-Ketten aus transgenen Mausen produziert 

Um zu zeigen, daB die in Beispiel 1 beschriebenen transgenen Miuse zur 
Produktion von Antigen-spezifischen Antikdipeni, in denen to Anteil der schweren 
Kette an der Antigen-Bindungssteile dutch den transgenen menschlichen Minilocus to 
schweren Kette geliefert wird, verwendet werden kfimten, wurden die transgenen MSnse 
mit 10? Schafetythrocyten (SRC) immunisiert. Milzzellen wurden 6 Tage spater mit den 
NSO-Plasmacytomen ftisioniert (K5hler und Milstein, Nature 256 (1975), 495-497). Die 
Zellen wurden in 96 Vertiefungen aufweisenden "Costar w -Platten ausplatriert, so daB 1 
Hyhridom pro Vertiefung ethalten wurde. Hybride, die fflr die menschliche ^-Kette po- 
sitiv waren, wurden in einem Ef ISA unter Verwendung von biotinyliertem anti-Mensch- 
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IgM nachgewiesen. Antigen-spezifische Hybride wurden dutch Hfimagglutination unter 
Verwendung von Schaferythrocyten identifizieit Es wuiden Vertiefungen ausgewahlt, 
die Antikfaper enthielten, die gemSB einem EUS A-Test fur Schaferythrocyten spezifisch 
waren und die mecschliche ji-Kette, jedoch weder Maus-jn-Ketten noch schwere gamma- 
KettenderMaus enthielten. 

Urn nachzuweisen, daft der durch die selektierten Hybridome sezernierte 
Antikorper tatsachlich ein anti-SRC-Immunglobulin menschlicher /x-Kette und leichter 
Maus-Kette war, wurde cine Analyse uber Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) 
durchgefuhrt. Fur die FACS-Analyse wurden 10 7 Schaferythrocyten 30 min, xnit 20 pi 
Rulturuberstand inkubiext, einmal mit phosphatgepufferter Kochsalzl6sung gewaschen 
und weiter entweder mit biotinyliertem Antiserum gegen die menschliche schwere 
Kette, biotinyliertem anti-Mans-p-Antiserum oder biotinyliertem Antiserum gegen die 
leichte kappa-Kette der Maus inkubiert Nach 30 Minuten wurden die Zellen wie zuvor 
gewaschen und mit FITC-geknppeltem Streptavidin inkubiert. Die Zellen wuiden nach 
30 Minuten gewaschen und konnten nach schonendem Aufbrechen analysiert werden. 

Ergebnisse fflr 3 verschiedene gegen Schafeiythrocyten-Antigen gerichtete 
IgM-produzierende Hybride sind in den FACS-Histogrammen der Figuren 6 t 7 bzw. 8 
daigestellt 

Die Buchstaben A, B, C und D in diesen Figuren weisen auf ein untexschied- 
liches Farbungsverhalten hin. Die Figuren 6A, 7A und 8A sind Ergebnisse von negati- 
ven Kontrollen unter Verwendung von Schaferythrocyten alleine, von mit dem 
Antikdiper inkubierten Schaferythrocyten oder von Schaferythrocyten, die mit einem 
Fluoreszenz-maririerten (FTTC) zweken Antikoiper (entweder and-Menscfr-^-anti-Maus- 
H oder anti-Maus-kappa) inkubiert wuiden. Die Figuren 6B, 7B und 8B zeigen 
Ergebnisse, die unter Verwendung von mit dem Hybrid-Kulturubeistand und 
Huoreszenz-markierten (FTTC) anti-Mensch-p inkubierten Schaferythrocyten erhalten 
wurden. Die Figuren 6C, 7C und 8C zeigen Ergebnisse, die unter Verwendung von mit 
dem Rulturuberstand der transgenen Hybride und Fluoreszenz-maricierten (FTTC) anti- 
Maus-;* inkubierten Schaferythrocyten erhalten wurden. Figur 6D zeigt Ergebnisse, die 
unter Verwendung von mit dem Hybrid-KulturQberstand und Fluoreszenz-markierten 
(FETC) anti-Maus-kappa inkubierten Schaferythrocyten erhalten wuiden. 

In den Figuren 6 und 8 ist die Fluoreszenzintensitat einer fixierten Anzahl von 
Zellen gegen die Zellzahl aufgezeidmet. In Figur 7 ist die Fluoreszenzintensitat einer fi- 
xierten Anzahl von Zellen gegen die Streuung aufgezeichnet, wobei jeder Punkt eine 
ZeUe darstellt. 

Eine Verschiebung der Profile nach rechts (erh5hte Fluoreszenz) zeigt eine 
positive F2rbung an, die nnr bei Antikdrpern beobachtet werden kann, die die menschli- 
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chen schweren fi-Ketttn und die leichten kappa-Ketten der Maus aufweisen, jedoch nicht 
bei Antik&pern, die die schweren /i-Ketten der Maus Oder schweren gamma-Ketten der 
Mans (nicht daigestellt) enthalmn, 

Tabeilel 

IgA2-Antik5mer in KSrnerflfl ssigkeiten von lambda- 1-Mausen 



Gesamtmsnge an 
anti-NP-IgA2-Ak kappa-tragenden Ale 



Maus 


Serum 


Milch 


Vomukh 


Milch 


Vonnfld 


TGI 


10 


0.6 


2.1 


960 


600 


TG2 


6.3 


0.56 


1.4 


1000 


420 


TG3 


11.3 


L.3 


670 


735 


m 


TG4 


7.3 


0.8 


1.4 


780 


660 


TG5 


30 


7.6 


10.0 


1250 


5*0 


TG6 


34.6 


5.0 


10.0 


500 


600 


TG7 


6.3 


0.64 


0.93 


780 


600 


Kontrolle 


0 


0 


0 


1136 


660 



ND = nicht ennittelt 

Alie Konzentrationen in pg/ml 
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(89 91 1584.4) 

Medical Research Council, et al. 
U.Z. : EP-3471 



Patentansprflche 

5 

1. Verfahren zur Herstellung eines Immunglobulins, umfas- 
send die Insertion von DNA in die Keimbahn eines nicht- 
menschlichen Tieres, die ein mindestens einen Teil eines 
Immunglobulins menschlichen Ursprungs codierendes 

10 Nucleins&uresegment umfafit, das ein Gensegment ein- 

schlieSt, das einen Bereich der schweren Kette eines 
menschlichen Iramnnglobulins codiert, wobei das Genseg- 
ment nicht in vollst&ndig rearrangierter Form vorliegt, 
wobei die DNA in dem Tier rearrangiert wird, so dalS sie 

15 eine Anzahl von Iramunglobulinen mit einem Teil oder Tei- 

len, die von der inserierten DNA stammen, codiert, und 
in den Zellen oder der Kdrperfldssigkeit des Tieres 
exprimiert wird; und die Gewinnung .von Immunglobulin aus 
Zellen oder geeigneter Kdrperf lilssigkeit des Tieres, 

20 

2. Verfahren zur Herstellung eines Immunglobulins gegen ein 
bestimmtes Antigen, umfassend die Produktion eines 
transgenen nicht-menschlichen Tieres durch Insertion von 
DNA fremden Ursprungs in die Keimbahn des Tieres, die 

25 mindestens einen Teil eines Immunglobulins menschlichen 

Ursprungs codiert, das ein einen Bereich der schweren 
Kette eines menschlichen Immunglobulins codierendes Gen- 
segment einschliefct, wobei die DNA- fremden Ursprungs 
einem Rearrangement oder einer Mutation im Lymphoidge- 

30 webe des transgenen Tieres unterliegt, so daS eine Viel- 

zahl von rearrangierten Genen, die Immunglobuline, Im- 
munglobulinfragmente* oder chimere Immunglobuline codie- 
ren, produziert werden, so da£, nach Exposition des 
transgenen Tieres mit einem bestimmten Antigen, das Im- 

35 munglobulin gegen das Antigen, das durch die rearran- 

gierte oder mutierte DNA codiert wird, in Zellen oder 
Kdrperfliissigkeit des Tieres exprimiefct wird; und Gewin- 



14 



10 



15 



20 



26 



30 



nung von Immunglobulin aus Zellen oder geeigneter Kdr- 
perf lilssigkeit des Tieres. 

3 . Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2 , wobei das Immunglobu- 
lin umf assendes polyclonales Antiserum von dem Tier er- 
halten wird. 

4. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Immunglobu- 
lin umfassende monoclonale Antikdrper unter Verwendung- 
von von dem Tier erhaltenen Zellen produ2iert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Immunglobu- 
lin in einer K6rperf Ittssigkeit oder einem Sekret des 
Tieres produziert wird. 

6. Verf ahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Immunglobu- 
lin in vitro aus vom Tier erhaltenen Zellen produziert 
wird. 

7. Verf ahren nach einem der vorangehenden Ansprfcche, wobei 
die inserierte DNA im wesentlichen die gesamten Spezies- 
spezifischen Bereiche eines Iramunglobulins codiert. 

8. Verf ahren nach einem der vorangehenden Ansprflche, wobei 
das transgene Tier eine Maus ist. 

9. Verf ahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei 
die inserierte DNA ein Plasmid oder Cosmid, multiple 
Plasmide oder Cosmide, ein ktastliches Hefechromosom 
oder Vertebratenchromosom oder DNA- Fragment e umfaSt. 



10 . Verf ahren nach einem der vorangehenden AnsprCtche , wobei 
die DNA durch Injektion oder andere Verfahren in be- 
fruchtete Bier oder embryonale stammzellen inseriert 
36 wird. 
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11. Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprtiche, wobei 
das Tier zunSchst kein genetisches Material tragt, das 
konstante Bereiche von Immunglobulin codiert. 

12. Immunglobulin fretnden Ursprungs, erhaltlich durch das 
Verfahren nach einem der vorangehenden Ansprftche. 

13. Transgenes nicht-menschliches Tier, in dessen Keimbahn 
DNA inseriert ist, die ein mindestens einen Teil eines 
Immunglobulin menschlichen Ursprungs codierendes 
Nucleinsauresegment umfaSt, das ein Gensegment ein- 
schlieSt, welches einen Bereich der schweren Kette eines 
menschlichen Immunglobulins codiert, wobei das Genseg- 
ment nicht in vollstSndig rearrangierter Form vorliegt, 
wobei die DNA in dem Tier rearrangiert wird, so dafc sie 
.eine Anzahl von Imraunglobulinen mit einem Teil oder Tei- 
len, die von der inserierten Dm staramen, codiert, und 
in Zellen oder geeigneter K6rperf lflssigkeit des Tieres 
exprimiert wird. 
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